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enzymkatalysierten Oxidation 

(57) Mehrkomponentensystem zur mediatorabhangigen 
enzymatischen Oxidation, umfassend einen Oxidations- 
katalysator, ein Oxidations mittel und einen Mediator, da- 
durch gekennzeichnet, dafS 

a) der Oxidationskatalysator ausgewahlt ist ausder Grup- 
pe der Manganoxidasen, 

b) das Oxidatronsmittel ausgewahlt ist aus der Gruppe 
Sauerstoff und sauerstoffhalttge Verbindungen, 

c) der Mediator ausgewahlt ist aus der Gruppe der Verbin- 
dungen, die Mn-lonen enthalten. 
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Beschreibung 

Die vorliegendc Erfindung beirifft ein Mehrkomponentensystem zur mediatorabhangigen enzymkatalysierten Oxida- 
tion von Substraten sowie Verfahren zur enzymkatalysierten Oxidation. 
5 Mehrkomponentensysterne zur mediatorabhangigen enzymkatalysierten Oxidation von Substraten sowie entspre- 
chende Verfahren sind prinzipieli bekannt. Mediatoren sind in diesem Zusammenhang generell solche Verbindungen, die 
von Oxidoreduktasen oxidiert werden kOnnen, also zunachst ebenfalls Substrate von enzymatischen Oxidationskatalysa- 
toren. Besonders ausgezeichnet sind Mediatoren nun dadurch. daB die oxidierte Fonn des Mediators (der aktivierte Me- 
diator, zum Beispiel ein Media lorradikal oder ein Mediatorkation) eine ausreichend lange Lebensdauer hat, urn von der 

10 Oxidoreduktase zum eigentlichen Substrat des Oxidationssystems zu diffundieren und mil diesem zu interagieren. Bei 
der Interaktion zwischen aktiviertem Mediator und Substrat wird das Substrat vorrt Mediator oxidiert. Durch die Oxida- 
tion des Substrates kann der Mediator entweder regeneriert (katalytisches Oxidationssystem) oder inaktiviert (stochio- 
metrisches Oxidationssystem) werden. Wird der Mediator regeneriert, stent er fur einen neuen Katalysezyklus zur Vfer- 
fiigung. Die vom Substrat durch den Mediator auf die Oxidoreduktase ubertragenen Elektronen werden wie bei direkten 

15 enzymatischen Oxidationsverfahren auf terminale Elektronenakzeptoren wie Sauers toff oder Peroxid iibertragen. 

Bei Verfahren bei denen Peroxid (direkt oder aus Vorstufen lreigesetzt) als terminaler Elektronenakzeptor dient, kon- 
nen nur Peroxidasen als Oxidoreduktasen verwendet werden. Eine Rcihe sclcher Verfahren sind zwar bekannt. sie sind 
jedoch mit zahlreichen Nachteilen behaftet: 

Peroxidasen sind in der Herstellung zu teuer um eine Verwendung in technischen Prozessen wie der Papierbleiche 

20 oder in Waschmitteln zu finden. Ferner ist die Zudosierung von Peroxidasen problematisch, denn in den fur die Wirksam- 
keit des Verfahrens notwendigen Konzentrationen wirkt Peroxid inaktivierend auf die Peroxidase. Viele der als Media- 
toren fur Peroxidasen beschricbene Verbindungcti sind teclmisch nicht cinsetzbar, wcil sic stark gefarbt sind, toxikolo- 
gisch oder okotoxikologisch bedenklich sind, nicht oder nur schlechl bioabbaubar sind und nicht in ausreichenden Men- 
gen oder billig genug verfugbar sind. Verfahren bei denen Peroxid als terminaler Elektronenakzeptor dient, sind daher fur 

2S einen wirtschaftlich sinnvollen technischen Einsatz bisher nicht geeignet 

Bei Verfahren bei denen SauerstofT als lenninaler Elektronenakzeptor fur die aus dem zu oxidierenden Substrat staiu- 
menden Elektronen dicnt, werden Oxidascn als Oxidoreduktasen verwendct. Es sind zwei Gruppcn von Oxidascn bc- 
schrieben, die in mediatorabhangigen enzymatischen Oxidationsverfahren eingesetzt werden konnen: Laccasen (Bou- 
bonnais & Paice (1990) FEBS LETTERS Vol 267 (!). p. 99-102, WO 94/29510) und Tyrosinasen (WO 94/29510). An- 

30 ders als bei Peroxidasen, bei denen eine prosthelische Hamgruppe als redoxaktives Zentrum wirkt, wird der Elektronen- 
transfer bei Laccasen und Tyrosinasen durch vier in vier entsprechenden Kupferbindedomanen dieser Oxidasen koordi- 
nierte Kupferionen ('blue copper*- Ox idasen) katalysiert. Dabei werden nacheinander insgesamt vier Elektronen von Me- 
diatoren aufgenommen, die dann in einem Vierelcktjronentransfer auf moiekularen Sauerstoff iibertragen werden. Der 
Sauerstoff wird dabei zu Wasser reduziert, die Oxidase wird fur einen neuen Reaktionszyklus regeneriert. Eine Reihe von 

.15 Mediatoren, die den Elektronentransfer vom zu oxidierenden Substrat auf die Oxidasen kataiysieren, sind beispielsweise 
in WO 94/295 1 0, WO 97/06244, WO 96/10079 oder WO 95/01426 beschrieben. 

Es ist bekannt. diese mediatorabhangigen enzymatischen Oxidationsverfahren mit Oxidasen und SauerstofT zur Koh- 
leverfiussigung (WO 94/29510). zur Zellstoffbleiche (WO 94/29510), zur organischen Synihese (Potthast et al. (1995) J. 
Org. Chem., Vol. 60, p. 4320-4321) als Bleichsystem in Waschmitteln und Geschirrsptiimitteln (WO 97/06244), zur 

40 Jeansbleiche (WO 96/12846), zur Verhinderung eines Farbtransfers bei der Wasche (WO 98/23716) oder zum Abbau pr> 
lyzyklischer aromatischer Kohlenwasserstoffe (Johannes et al. (1996) Appl. Microbiol. Biotechnol., Vol. 46, p. 313-317) 
zu verwenden. 

Da jedoch die Mediatoren Eigenschaften aufweisen, die einem technischen Einsatz entgegenstehen, haben auch die 
enzymatischen Oxidationsverfahren, die Oxidasen verwenden, gravierende Nachteile: 

45 

- Das in WO 94/29510 als besonders wirksamer Mediator beschriebene HBT ist nicht biologisch abbaubar 
(Amann (1997) 9 th Int. Symp. on Wood and Pulp. Chem., F4-1-F4-5). 

- Viele Mediatoren wie HBT und Violursaure inaktivieren in ihrer aktiven Form die verwendeten Oxidasen 
(Amann (1997) 9 th Int. Symp. on Wood and Pulp. Chem., F4-1-F4-5) und benotigen daher einen hohen Enzymein- 

so satzim jcweiligen Verfahren. 

- Eine Gruppe sehr aktiver Mediatoren ist gekennzeichnet durch eine N-O-Gruppierung und enthalt damit mind, 
ein N-Atom pro Mediatormolekiile (WO 94/295 10). Daraus ergeben sich die beim Einsatz N-O-haltiger Verbindun- 
gen bekannten Probleme beziiglich Toxizitat und Bioabbaubarkeit. Biologische Abwasserreinigungssysteme in der 
Zellstoffindustrie konnen zudem haufig keine zusatzlichen N-Frachten verarbeiten. 

55 - Einige der Mediatoren wie z. B. ABTS bilden stark gefarbte Radikale und fuhren daher zu einer ungewollten \ter- 

rarbung des zu oxidierenden Substrates. 

- Die meisten der Mediatoren enthalten N- oder S-Atome und sind daher in der Herstellung relativ teuec 

Diese Nachteile limitieren bisher auch einen breiten technischen Einsatz solcher Systeme zur Oxidation von Substra- 
60 ten. 

Von Archibald & Roy (Archibald & Roy (1992) Appl. Environ. Microbiol. Vol. 58, p. 1496-1499) wurde ein Verfah- 
ren beschrieben, bei dem eine Redoxkaskade bestehend aus Phenolen und MrrVMn 3 * als Mediator zwischen Oxidase 
und dem zu oxidierenden Substrat wirkt. Als terminalen Elektronenakzeptor verwendet das System Sauerstoff. Als Oxi- 
dase wird eine Laccase verwendet. Als primares Substrat werden von derLaccase zunachst Phenole wie m-Hydroxyben- 
65 zoesaure oder m-Cresol oxidiert. In Gegenwart von Komplexbildnem wie Pyrophosphat-Ionen kann dann sekundar unter 
Bctciligung der oxidierten Phenole Mn 2+ zu Mn 3+ oxidiert werden. Fiir dies System konnte nichl gezeigt werden, daB 
auch iiicht-phenolischc Substrate oxidiert werden konnen. Auch konnte mil einem System, bei dem nur Laccase, Mir' 
und ein Komplexbildner zur Ligninoxidation eingesetzt wurde. eine Dclignifizicrung nicht nachgewiesen werden. Dies 
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mediatorabhangige enzymatische Oxidationssystern siellt technisch keine wesentliche Verbesserung gcgenUber den an- 
deren genannten Systemen dar, weil es an Stelie dcr Mcdiatoren nun eine Kombination aus Phenolen, Komplexbildnern 
und Mn-Ionen verwendet und die obligate Verwendung von phenolischen Mediatoren aus toxikologischen Griinden dem 
Einsatz des Verfahrens im Wege stent Ferner verhindem auch die langen Reaktionszeiten von > 15 h einen praktischen 
Einsatz dieses Systems. 5 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es ein Mehrkomponentensystem fiir eine mediatorabhangige enzymatische 
Oxidation von Subsiraten bereitzusiellen, welche die Nachteile der bekannten Mehrkomponentensysteme nicht aufweist 
und daher eine einfache und kostengunstige Umsetzung des zu oxidierenden Substrats ermoglicht. 

Die Aufgabe wird gelost durch ein Mehrkomponentensystem umtassend einen Oxidationskatalysator, ein Oxidations- 
mittel, und einen Mediator, dadurch gekennzeichnet, daB 

a) der Oxidationskatalysator ausgewahlt ist aus der Gruppe der Manganoxidasen, 

b) dasOxidationsmittel ausgewahlt ist aus der Gruppe Sauerstoff und sauerstoffhaltige Verbindungen, 

c) der Mediator ausgewahlt ist aus der Gruppe der Verbindungen, die Mn-Ionen enthalten. 

Vorzugsweise umfaBt das erfindungsgemaBe Mehrkomponentensystem einen Komplexbildner, der ausgewahlt ist aus 
der Gruppe der Komplexbildner, die Mn-Ionen komplexieren konnen. 

Im Sinne der vorliegenden Erfindung sind unter Manganoxidasen solche Oxidasen zu verstehen, die Mn oder Mn-Io- 
nen direkt oxidieren und die dabei gewonnen Elektronen auf Sauerstoff tibertragen. Vorzugsweise handelt es sich urn sol- 
che Oxidasen, die in Gegenwart von Sauerstoff und Komplexbildnern in der Lage sind, Mn 2+ zu Mn 3+ zu oxidieren. Be- 
vorzugt sind Manganoxidasen, die als redoxaktive katalytische Gruppe Kupferionen enthalten. 

Manganoxidasen konnen bei spiel sweise aus bekannten Mikroorganismen gewonnen werden. Dazu werden solche Mi- 
kroorganismen unter Bedingungen, unter denen sie Manganoxidasen bilden, angezogen. In der erfindungsgemaBen Zu- 
sammensetzung konnen als Manganoxidasen im einfachsten Fall mechanisch, enzymatisch oder chemisch aufgeschlos- 
sene Zellpraparationen der kompletten manganoxidase-halugen Mikroorganismen eingesetzt werden. Es ist jedoch 25 
ebenso mOglich, nmnganoxidase-hallige Kulluruberslande oder isoiierle Manganoxidasen einzusetzen. 

Manganoxidasen werden zum Bcispicl gcbildct von Lcptothrix discophora. Bacillus SG-1 und Pscudomonas sp. (Nc- 
alson et al. (1989) Beveridge & Doyle (eds.) Metal ions and bacteria, John wiley and sons, Inc., New York, p: 383-411). 
Die fur die Manganoxidasen aus Leptothrix discophora und Bacillus SG-1 kodierenden Gene sind kloniert und sequen- 
ziert (Corstjens et al. (1997) Geomicrobiol. Journal, Vol. 14, p. 91-108 und von Waasbergen et al. (1996) Journal of Bac- 30 
teriology, Vol. 178 (12), p. 3517-3530). Beide Gene kodieren fur Proteine, die die aus 'blue copper' - Oxidasen bekann- 
ten, kupfer-bindenden Sequenzmotive enthalten und deren Manganoxidase - Aktivitat durch Kupferzugabe erhoht wird. 

Neben den genannten Manganoxidase - produzierenden Mikroorganismen konnen auch andere Mikroorganismen als 
Quelle fur Manganoxidasen verwendet werden. So kounen z. B. bei Mikroorganismen bei denen die Manganoxidase in 
die Spore eingelagert wird wie z. B. Bacillus SG-1, auch die isolierten Sporen als Enzymquelle im erfindungsgemaBen 
Verfahren eingesetzt werden. 

Es konnen femer Manganoxidasen verwendet werden. die mit rekombinanten Produktions verfahren erzeugt wurden. 
Unter rekombinanten Produktionsverfahren sind dabei alle Verfahren zu verstehen, bei denen die fur Manganoxidasen 
kodierenden Gene aus den nattirlichen Produzenten isoliert werden und dann mit bekannten Methoden in geeignete Pro- 
duktionsstamme, bei denen es sich auch urn die ursprung lichen Enzymproduzenten handeln kann, eingebracht wurden. 

Als Mediator dienen in der erfindungsgemaBen Zusammenseizung Manganionen. Diese konnen in beliebiger Oxida- 
tionsstufe in den ProzeB eingesetzt werden. 

Vorzugsweise werden Manganionen der Oxidationsstufe +2 oder +3 eingesetzt. 

Mangan der Oxidationsstufe +2 wird bevorzugt in Form von Mangansulfat oder Manganchlorid eingesetzt 

Mangan der Oxidationsstufe +3 wird bevorzugt in Form loslicher Mangankompiexe eingesetzL Beispiele fur solche 
Mangankomplexe sind Mangan/Formiat, Mangan/LaktaL Mangan/Oxalat oder Mangan/Mannolat. 

Der Mediator, (z. B. das Mn 3+ Ion) nimmt. ein Hektron von der zu oxidierenden Substanz auf. Die Substanz wird da- 
durch oxidiert, und das Mn Ion selbst reduziert (z. B. zu Mn 2+ Ion). In dieser Form transportiert das Mn-Ion das aufge- 
nommene Elektron zur Manganoxidase, gibi es dort ab und oxidiert wieder zur anfanglichen Oxidationsstufe (z. B. zum 
Mn 34, Ion). Der Manganoxidase dient Sauerstoff als Oxidationsmittel und damit als terminaler Elektronenakzeptot 50 

Der Sauerstoff kann mittels bekannter chemischer oder enzymatischer sauerstoffgenerierender Systeme direkt in der 
Reaktion erzeugt werden. Er kann ebenso durch elektrische Hydrolyse von Wasser erzeugt werden, oder er kann direkt 
gasfbrmigoderflussig eingesetzt werden. 

Bevorzugt wird Sauerstoff entweder direkt gasforrnig oder in Form von flussigem Sauerstoff oder als sauerstoHnaiti- 
ges Gasgemisch wie zum Beispiel Luft eingesetzt. Besonders bevorzugt wird Sauerstoff als sauerstoffhaltiges Gasge- 5:> 
misch wie zum Beispiel Luft eingebracht. m 

Vorzugsweise wirkt das von Manganoxidasen durch direkte Oxidation von Mn' + gebildete Mn in Gegenwart eines 

^ptabildner sind vorzugsweise solche Verbindungen geeignel, die Mn 3+ komplexieren und dadurch slabiUsie- 



ren. 
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45 



Bevorzugt werden Komplexbildner eingesetzt, die keinen Stickstoff enthalten, leicht bioabbaubar und toxikologisch 
unbedenklich sind. Solche Komplexbildner sind beispieisweise Formiat, Laktat, Malonat oder OxalaL 
Das erfindungsgemaBe System weist folgende Vorteile gegenuber bekannten Systemen auf: 

- Die Problematik der Inaktivierung der Oxidoreduktasen wie sie z. B. bei Verwendung von Peroxid als Elektro- 
nenakzeptor vorkommt tritt bei der erfindungsgemaBen Zusammensetzung nicht auf, da Sauerstoff als Oxidauons- 

niitiel und damit als terminaler Eleklronenakzeptor dient. 

- Sauerstoff kann technisch einfach und in ausreichenden Mengcn dosierl werden. 
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- Manganoxidasen bendtigen fur ihre Aktivitat im Gegensatz zu Peroxidase!! und audi Mangan-Peroxidasen be- 
kanniermafien kei ne prosthetischen Gruppen wie z. B. Hani-Gruppen. Darnit sind Manganoxidasen in ublichen Pro- 
dukttotissystemen in technischem MaBstab problemlos herzustellen. 

- Das erfindungsgemaBe System benougt keine N- oder Shalcigen oder farbige oder schlecht bioabbaubare oder lo- 
s xisch bedenkliche Mediatoren. A Is redoxaktiver Mediator dienen nur Mangan Ionen, die zwischen zwei Oxidati- 
onsstufen, vorzugsweise den Oxidationsstufen 2+ und 3+ wechseln. Eine Inaktivierung dieses Mangan-Mediators 
kann im Gegensaiz zur Inaktivierung von bekannten Mediatoren z. B. durch eine chemiscbe Veranderung nicht 
stattfinden. 

iu Die erfindungsgemaBe Zusammensetzung laBt sich zur Oxidation unterschiedlichster Substrate einsetzen. Bevorzugt 
lassen sic sich zur Oxidation solcher Substrate einsetzen, die mittels Mn Ionen oxidicrt werden konnen. Besonders be- 
vorzugt lassen sie sich zur Oxidation solcher Substrate einsetzen, die mittels Mn* + Ionen oxidiert werden konnen. 

Das erfindungsgemaBe Mehrkomponeniensystem eignet sich heispielsweise als Bleichsysiern in Waschmilteln und 
Geschirrspulmitteln, zur Zellstoffbleiche, zur Jeansbleiche, zur Behandlung von Abwasser. zur organischen Syntbese, 
is zur Verhinderung eines Farbtransfers bei der Wasche oder zum Abbau polyzykJischer aromatischer Kohlenwasserstoffe. 
Eine weitere Einsatzmoglichkeit ist heispielsweise die Kohleverfliissigung. 

Entsprechende Verfahren sind im Stand der Technik fur mediatorabhangige enzymatische Oxidationsverfahren mit 
Oxidasen und Sauerstoffbeschrieben. 

Es ist dem Fachmann ein leichtes, die jeweils bekannten Verfahren untcr Nuizung der in der vorliegenden Anmeldung 
20 genannten Komponenten und Verfahresbedingungen zu modifizieren uni die erfindungsgemaBe Zusammensetzung fur 
die genannten Zwecke zu verwenden. 

Die vorlicgende Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Oxidation eincs Stibstrats dadurch gekennzeichent, daB 
eine Manganoxidase in Anwesenheit von Sauerstoff und ggf. eines Koinplexbildncrs fur Mn-Ionen durch direkte Mn 2 " 1 " 
Oxidation Mn 3+ bildet, das Mn 34 Ion das Substrat oxidiert, dabei selbst zu Mn 2 " rcdu/iert wird und wiederum zur direk- 
25 ten Oxidation durch die Manganoxidase zur Verfiigung stent. 

Im erfindungsgemaBen Verfahren wird das Substrat vorzugsweise in Form ciiicr wassrigen Losung, Mischung oder 
Suspension cingesctzt. 

Im erfindungsgemaBen Verfahren werden vorzugsweise zwischen 0,001 und 50 Milligranini aktive Manganoxidase 
pro Liter Reaktionsvolumen eingesetzt. 
30 Die Manganoxidase wird vorzugsweise in granularer Form, als Losung, als Suspension oder mit einem Tragermaterial 
in den Reaktionsansatz eingebracht. 

Besonders bevorzugt wird die Manganoxidase in Form einer Suspension, die zwischen ()J> und 50 Gewichtsprozent 
Enzyin in einem nichuonischen Detergenz cnthait, in den Reaktionsansatz cingchruchl. 

Im erfindungsgemaBen Verfahren wird vorzugsweise Mangan der OxidalKxisslufcii Mn"** uder Mn 3+ als Redoxmedia- 
35 tor verwendet. Manganionen der Oxidationsstufe 2+ oder 3+ konnen dircki in dicser Oxuluiionssiufe eingesetzt werden 
oder aus Manganionen anderer Oxidationsstufen wie Mn4+ oder Mn7+ im Pro/ctt cr/cupi werden. 

Mangan der Oxidationsstufe +3 wird bevorzugt in Form loslicher Mangunkomplc\c wic Mangan/Formiat, Mangan/ 
Laktat, Mangan/Oxalat oder Mangan/Mannolat dem Reaktionsansatz zugesei/.t. 

Bevorzugt wird im erfindungsgemaBen Verfahren Mangan der Oxidulionssiufc +2 eingesetzt. Besonders bevorzugt 
40 wird Mangansulfat oder Manganchlorid verwendet. 

Im erfindungsgemaBen Verfahren werden Manganionen in Konzcntraiionen /u inc fieri U.UJ5 nuM bis 50 mM verwen- 
det. Bevorzugt werden Manganionen in Konzentrationen zwischen 0.05 niM und 5 rnM und besonders bevorzugt in 
Konzenurationen zwischen 0,1 mM und 1 mM verwendet. 

Je nach konkreter Anwendung kann das benotigte Mangan bereils im zu o\idierrn»U*n Substrat enthalten sein. Ein Bei- 
45 spiel fur ein erfindungsgemaBes Verfahren. bei dem in der Regel keine exicrncn Mane jnioncn zugesetzt werden miissen, 
ist die Zellstoffbleiche. Holz und der daraus gewonnene Zellstoff enthali hUuli^r Kerens n urlicherweise eine fur das er- 
findungsgemaBe Oxidationsverfahren ausreichend hone Menge an Manganionen. 

Im erfindungsgemaBen Verfahren wird Sauerstoff vorzugsweise mit einem I'jnuldrjck \on 0,05-5 bar eingesetzt. Be- 
sonders bevorzugt wird Sauerstoff mit einem Partialdruck von 0,1 bis 2.5 hir einjowi/i. Insbesondere bevorzugt wird 
50 Sauerstoff mit einem Partialdruck von 0,2 bis 1 bar eingesetzt. 

Im erfindungsgemaBen Verfahren werden die genannten Komplexbildner v.t/u jmacinc in Konzentrationen zwischen 
1 mM bis 500 mM verwendet. Bevorzugt werden gecignete KomplexhiMner :n K.m/vnir;ii ionen zwischen 5 mM und 
100 mM und besonders bevorzugt in Konzentrationen zwischen 10 mM und >ts mM wrucndcl. 

Das erfindungsgemaBe Oxidationsverfahren kann zur Oxidation von alien VcrhiruUingcn verwendet werden, die durch 
55 Mn 3+ -Ionen oxidierbar sind. ErfindungsgemaBe Verfahren konnen zum Bei spiel \crucmlcl werden zur Ligninoxidaiion 
bei der Papier und Zellstorrhersteliung, als Oxidationssystem in Waschmiiieln und < icsehirrspulmitteln, zur enzymati- 
schen Farbstoffbleiche, zur enzymatischen Textilbleiche, als System zur Verhinderung des 1 -arbtransfers bei der Wasche, 
zur spezifischen Oxidation organischer Zielmolektile in der organischen Synihi'M.*. /ur o\uluiivcn Abwasserbehandlung, 
zum Abbau chlorierter Kohlenwasserstoffe, zur Spaltung polyzyklischer aroniahschcr Kohlenwasserstoffe und zur Ver- 
6f) flussigung von Kohle. 

Die folgenden Beispiele dienen der weiteren Erlauterung der Erfindung. 



65 
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Beispiel 1 

Isolation von Manganoxidase - produzierenden Mikroorganismen 

1 .a. Isolierung Mangan oxidierender Mikroorganismen 5 

Mangan oxidierende Mikroorganismen. besonders Pilze und Bakterien, wurdcn auf Indikatorplatten nach Kmmbein & 
Altmann (Krumbein & Alimann (1973) Heigolander wiss. Meeresunters., VoL 25, p. 347-356) isoliert. 

In Gegenwart von Mangan-ionen der Oxidationsstufen Mn3-*~Mn7+ bildet Berbelinblau bei pH 4-7 einen miensiv 
biau gefarbten Farbsioff. Bei einer erhShten Kon2entraiion an Berbelinblau entsteht in Anwesenheit geeigneter Mn-Io- 10 
nen das blaue Oxidationsprodukt bis pi 1 10. 

Fur das Piattenscreening wurden Nahrmedien mil farblosem Berbelinblau (NJ^-Dimethylarnino-pp-lnphenylme- 
rhan-o M -sulfonsaure) versetzt. Bei Konzentrationen von lO^-lO^g Berbelinblau pro 100 ml Nahrmedium fand noch 
keine Hemrnung des bakteriellen Wachstums statt. 

Zur Isolation von heterotrophen manganoxidierenden Bakterien wurde tblgendes Medium verwendet: 15 



3,5 g/l Difco-Bacto-Pepton 
0,8 g/l MnS04xH 2 0 
100mg/lFeSO4x7H 2 O 

15 g/l Difco-Bacto-Agar 20 

750 ml Meerwasser 

245 ml destilliertcs Wasser 

10 ml Berbelinblau - Stammlosung (4 g/l) 

pH7,6 ^ 

Auf solchen Indikatorplatten wurden bakLerienhallige Proben wie Meerwasserpruben, Stxlinienlproben, Bodcnproben, 
Probcn aus Erzhaldcn usw. in gccignctcr Vcrdiinnung odcr Konzcntration so aufgebracht, daB pro Indikatorplattc zWi- 
schen 100 und 300 Einzelkolonien gewachsen sind. 

Bakterien, die nach 5 bis 10 Tagen Inkubationszeit auf solchcn Indikaiorplatlen blaue Kolonien (d. h. die manganoxi- 
dierende Aklivitat war zellassoziiert) bildelen oder uni die Kolonien blaue Hofen aufwiesen (d. h. Mangan oxidierende 30 
Enzymewurden in den Kulturiiberstand sekrelieren), wurden weiler analysiert. 

l.b. Nachweis von Manganoxidasen in Berbelinblau-oxidierenden Mikroorganismen 

Mikroorganismen, die wie in la beschrieben isoliert wurden konnen Manganoxidasen produzieren, die Blaufarbung 35 
konnte aber auch durch Manganperoxidasen oder durch Oxidation von Fe 2 * hervorgerufen worden sein. Der spezinsche 
Nachweis der Manganoxidase - Aklivitat wurde, wie von Boogerd & de Vrind (Boogerd & de Vrind (1987) J. Bacterid., 
Vol. 169 (2). p. 489-494) beschrieben, gefuhrt: 

Zunachst wurden die zu untersuchenden Mikroorganismen jeweils in 1 1 des zur Isolation verwendeten Mediums ohne 
Agar und Berbelinblau - Zusatz fur 10 Tage angezogen. AnschlieBend wurden die Zellen durch Zentrifugaiion (15 min. 40 
1 0000 x g, 4°C) entfemL Bei Zellen, die auf den in Beispiel 1 a beschriebenen Indikatorplatten blaue Kolonien bildeten, 
wurde das Zellpellet fur die im folgenden beschriebene Gelelekirophorese verwendet. Bei Zellen, die auf Indikatorplat- 
ten blaue Hofe bildeten, wurde der zellfreie Kulturiiberstand durch Ultrafiltration an einer UF-Membran mil einem Re- 
tentionsvermogen furPartikel > 10.000 D auf ein funfzigslel seines Ausgangsvolumens aufkonzentriert. Das Konzentrat 
oder das Zellpellet wurde mil dem gleichen Volumen eines Puffers (0,125 M Tris/Cl pH 6.8, 20% Clyzerin, 2% SDS, 45 
10% 2-Mercaptoethanol. 0,01% Bromphenolblau) vennischt. Jeweils 50 ul einer solchen Mischung wurden auf einem 
10% Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Nach der Eleklrophorese wurde das Gel vier mal fur 15 min mit 
deionisiertem Wasser gewaschen. AnschlieBend wurde das Gel fur 2 h in 100 uM MnCl 2 in 10 mM Hepes ph 7,5 mku- 
biert. In Proben, die Manganoxidasen enthielten, bildeten sich bei dieser Prozedur an der Stelle, an der nach der Elektro- 
phorese die Manganoxidasen im Gel lokalisiert waren, ein brauner Niederschlag aus Manganoxid. Die so beobachtete 50 
Manganoxid-Bildung wurde jeweils von direkt Mn 2+ -oxidierenden Manganoxidasen verursacht, weil kein Peroxid vor- 
handen war und keine anderen Ionen als Mn 2 "*" im Ansalz vorlagen. 

Beispiel 2 

55 

Produktion und Isolation von Manganoxidasen 



2.a. Manganoxidase - entbaltende Sporen aus Bacillus 

Nach der in Beispiel 1 beschriebenen Methode konnten Bacillus-Isolate isoliert. werrien, die in ihren Sporen Mangan- 60 
oxidase eingelagert haben. Fur technische Anwendungen wurden solche Manganoxidase enthaltenden Sporen direkt ein- 
gesetzt oder es wurden die manganoxidase-enthaltenden Sporenhullen prapariert und verwendet. Solcbe Sporen oder 
Sporenhullen wurden wie folgt gewonnen: 

Anzuchl 65 

Fur die Gewinnung von nranganoxidasc-hahigen Sporen wurde ein geeigneter Bacillus Starnm aerob bei 25°C in fol- 
gendem Medium angezogen: 



5 
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2 g/l Pcpton (Difco), 0,5 g/l Hefeexirakt (Difco), 10ug/l Eisen-EDTA, l(X)ug/l sterilfiltriertes MnCb x 4H 2 G in 
50 mM Tris in 80% naiurlichem Meerwasser, pH 7,0. 

Nach ciner Anzuchtszeit von 10 Tagen waren > 95% alter Zellen sporuliert. 



s Sporenpraparation 

Die Sporen wurden durch Zentrifugation (30 min 10000 x g, 4°C) geemtet, mit deionisiertem Wasscr gewaschen und 
in 10 niM Tris/Cl pH 7.0 suspcndiert (0,1 g/ml). Fur cine Preparation der Sporenhiille wurde dieses Material wie unlen 
beschrieben weiterverarbeitet. Wurden irn ertindungsgemaBen Veifahren die Sporen direkt verwendet, wurden diese wie 
to folgt weitcrbehandelt: 

Zur Suspension wurden 50 ug/ml Lysozym gegeben, der Ansatz wurde fur 30 min bei 37°C inkubiert, anschlieBend 
wurden die Sporen rnit 1 M NaCl, 0,15 M NaCl, 0,1% SDS und runfraal mit deionisiertem Wasser gewaschen. So gerei- 
nigte Sporen wurden bis zur Verwendung im erfmdungsgemaBen Verfahren in deionisiertem Wasser bei 4°C gelagert. 

15 Preparation der Sporenhiillen 

Die gesamte Prozedur wurde, wenn nicht anders angegeben, bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Mit Ausnahrne der 
1% SDS-Losung und des zum Waschen verwendeien deionisierten Wassers enthielten alle Losungen 10 mM EDTA, pH 
7 ,5 und PMSF (0,3 Gewichlsprozent). Die gereinigten Sporen wurden wie oben beschrieben in 10 mM Tris pH 7,0 sus- 

20 pendiert (0,1 g/mi) und mit eincm gleichen Vblumen Glasperlen (Durchmesser 10-50 fim) versetzt. AnschlieBend wurde 
die Suspension fur 15 min in 30 sec-Intervallen bei 0°C mit einem TJltraschall-Zelldisruptor (Firma Sonifier) bei rnaxi- 
ntaler Amplitude aufgesch lessen. Nach der Bchandlung wurde die Suspension fur 5 min auf Eis inkubien; der Oberstand 
wurde anschlieBend von den sich dabei absetzenden Glasperlen abgenommen. Die Glasperlen wurden anschliefiend 
zweimal mit einem ihrem Volumen entsprechenden Volumen von 10 mM Tris pH 7,0 gewaschen. Der erste tiberstand 

25 und die Uberstande aus der Waschprozedur wurden vereinigt und fur 15 min bei 15.000 g zentrifugiert. Der Oberstand 
wurde anschlieBend abgenominen, der Niederschlag wird in 10 nuM Tris pH 7,5 suspendiert und fur 30 min bei 37°C mil 
Lysozym (100 yg/ml) bchandclt. Der Ansatz wurde crncut fur 15 min bei 15.000 g zentrifugiert. Der die SporcnhULlcn 
enthaltende Niederschlag wurde gewaschen mit: 1 M NaCl, 0,14 M NaCl, 1% SDS und 5 mal mit deionisiertem Wasser. 

30 2.b. Manganoxidase aus Leptothrix discophora 

Nach der in Beispiel 1 beschriebenen Methode konnen scheidenbildende Organismen wie Leptothrix discophora-Iso- 
late, die etne Manganoxidase produzieren, erhalten werden. Solche Isolate konnen auch aus kornmerzieUen Slamm- 
sammlungen erworben werden (Leptothrix discophora ATCC 51168, Leptothrix discophora ATCC 51109,). Besonders 

35 geeignet zur Produklion von Manganoxidasen sind Derivate von Leptothrix discophora, die die Fahigkeit zur Bildung 
von Scheiden verloren haben. Solche Derivate entstehen spontan, wenn scheidenbildende Stamme kontinuierlich und fiir 
langere Zeit unter Laborbedingungen angezogen werden (Adams & Ghiorse (1986) Arch. Microbiol., Vol. 145, p. 
126-135). Solche nicht mehr scheidenbildende Derivate sekretieren Manganoxidasen in das Kulturmedium. 
Das folgende Beispiel beschreibt die Produktion und Gewinnung von Manganoxidasen in den und aus dem Kultur- 

40 ubersland von nicht mehr scheidenbildenden Derivaten von Leptothrix discophora, hinterlegt gemaB Budapester Vertrag 
bei der DSMZ Deutschen Sammiung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, D-38124 Braunschweig unter der 
NummerDSMZ 12667: 



Anzucht 

45 



Leptothrix discophora wurde zur Gewinnung von Manganoxidase in einem Medium angezogen, das folgende Be- 
standteile enthielt: 



0.25 g/l Difco-Pepton 
50 0,25 g/l Difco-Hefeextrakt 
0,25 g/l Glukose 
0,6 g/l MgS04x7H 2 0 
0,07gACaCl 2 x2H 2 O 
0,015 g/l MgS04xH 2 0 

55 

pro Liter deionisiertem Wasser. 

Vor dem Autoklavieren des Mediums wurde der pH-Wert mil 1 M NaOH auf pH 7,6 eingestellt. 

Zur Gewinnung von Manganoxidase wurden 45 1 des beschriebenen Mediums mit zwei Litem einer Leptothrix disco- 
phora- Vorkultur im selben Medium beimpft. Die Anzucht erfolgte unter Begasung rnit Luft (0,2 \blumen Luft pro Vo- 
60 lumen Medium und Minute) bei 26°C fur 40 Stunden. 

Enzyrn preparation aus dem Kulturuberstand 

Nach 40 Stunden wurde die Anzucht beendeL Die Zellen von Leptothrix discophora wurden durch Zentrifugation vom 
65 KulturUberstand abgetrennt. Der zellfreie, Manganoxidase enthaltende KulturUberstand wurde mittels Ultrafiltration an 
einer UF-Mcmbran rnit einem Retention svermogen fur Partikel > 10.000 D auf 0,5 1 aufkonzenlricrt. Der aufkonzentrie- 
rete Kulturuberstand wurde fur die unten gcschilderten Bcispielc als Manganoxidasc-Quelle verwendet. 
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Beispiel 3 

Quantitative Bestimmung der Aktivitat von Manganoxidasen initteis N^Srj^.N'-Tctraniethyl-p-Phcnylendiamin (TMPD) 

Mn 3+ - Ionen sind in der Lage, die farblose Verbindung TMPD zu oxidieren. Das Oxidationsprodukt Wuster Blau" 
weist eine intensive blaue Farbe auf, die Zunahme dieser Faroe kann photometrisch bei einer TAfellenlange von 610 nrn 
verfolgt werden. 

Durchfiihrung 

Vor jeder Messung wurde eine TMPD- Stammlosung von 2,1 mM TMPD in desulliertem Wasser frisch zubcrcitet Die 
zu bestimmende Enzympraparation wurde in 10 mM HEPES {N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2^thansulfonsaure pH7,5) 
so verdtinnt, daB bei der im folgenden beschriebenen Aktivitatsmessung nach 10 min Mefldauer eine OD 610 zwischen 
0,5 und 1,5 gemessen wurde. 

Als Manganquelle dienie eine Losung von 10 mM MnS0 4 in destiliiertem Wasser. 

Zur Bestimmung der Manganoxidaseaktivitat in Enzymproben wurden parallel jeweils 3 ml der Enzymverdtinnungen 
in HEPES (vgl. oben) mit 0,3 mi TMPD- Stammlosung vermischL Zu je einem der Parallelansatze wurden zum Zeit- 
punktO min 10 ul der MnS0 4 -Stammlosung gegeben. BeideProben wurden gemischt und fur 10 min bei 40°C inkubiert. 
Nach 10 min wurden die Proben kurz zentrifugiert (15 sec; 5000 rpm), anschiieBend wurde die OD610 in je 1 ml der 
MnS0 4 - haUigen Uberstiinde bestimnu. Als Referenz diente die Vergleichsprobe ohne MnS0 4 . Eine Zunahme der Ab- 
sorption bei 610 nm urn LOentspricht der Bildung von 100 uM 'Wuster Blau'. Eine Einheit (1TJ) Manganoxidase wurde 
definiert als die Enzymmenge, die in 1 min zur Bildung von 1 uM 'Muster Blau* aus TMPD fuhrt. 

Fur die folgende Messung wurden jeweils konzentrierte, manganoxidase-enthaltenden Kulturuberstande aus Beispiel 
2b und 50 jjI der Sporenhullensuspension aus Beispiel 2a eingesetzl. Folgende Ergebnisse wurden erhalten: 



Enzym aus 


ODS10 


Leptothrix 
discophora 
Bacillus 


1, 03 
0, 85 



Beispiel 4 

Oxidation des homogen verftigbaren Substrates VeratrylalkohoL in Abhangigkeit von verschiedenen Mangan-Konzentra- 

ttonen und Komplexbildnern 

Durchfiihrung 

Vom Substrat Veratrylalkohol (3,4-Dimethoxybenzylaikohol (Aldrich)) wurde eine Stammlosung mit 0,25 g/ml in Et- 
hanol hergestellt. 

Die Oxidationsreaktion wurde bei 45°C unter leichtem Riihren durchgefiihrt. Dazu wurden jeweils 22,23 ml einer Lo- 
sung mit Komplexbildner (50 mM Formiat. Laktat, Malat oder Oxalat; jeweils pH 7,5) mit MnS0 4 versetzt (0.00, 0,05, 
0,50 mM MnS0 4 ). Dann wurden jeweils 0,268 ml der Veratrylalkohol-Stammlosung zugegeben. Der Ansatz wurde fur 
10 min bei 45°C aquilibriert, dann wurde die Reaktion durch die Zugabe von 2,5 ml Enzymlosung (Manganoxidase aus 
Leptolhrix discophora, 10 U/ml) gestartet. Nach 8 h wurde die Reaktion mittels HPLC-Analyse auf die Bildung von \fcr- 
atrylaldehyd hin untersucht. Dazu wurden 0.8 ml Testansatz mit 0,4 ml einer H 2 S0 4 -Losung (0,5 mol/1) versetzt. 20 ul 
dieser Probe wurden auf eine LiChospher 60 RP Select B-Trennsaule (Merck 50940) aufgetragen und mit einem 
H 2 0/MeOH-Gemisch (65 : 35) eluiert Die FluBrate betrug dabei I nuVrnin. Die Produkte im Eluat wurden miltels UV- 
Deiektorbei 275 nm detektiert. 

Die folgende Tabelle zeigt in % die Menge an Veratrylalkohol, die unter den beschriebenen Bedingungen von dem er- 
findungsgemaSen Verfahren in 8 h zu Veratrylaldehyd oxidiert wurde: 
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Komplexbildner 


MnS0 4 [mM] 


Ohne Mn- 
Oxidase 
I xi v .aiaenya] 


Mit Mn-Oxidase 
aus L. 
discophora 
[% V.aldehyd] 


50 mM Formiat 


0 


0,00 


0,00 


50 mMFormiat 


0,05 1 


0,01 


7,24 


50 mM Formiat 


0,5 


0,00 


12,46 


50 mM Laktat 


0 


0,00 


0, 00 


50 mM Laktat 


0, 05 


0,00 


3, 32 


50 mM Laktat 


0,5 


0, 02 


2, 79 


50 mM Malonat 


0 


0,00 


0,00 


50 mM Malonat 


0, 05 


0, 03 


14,23 


50 mM Malonat 


0,5 


0, 02 


22,96 


50 mM Oxalat 


0 


0, 00 


0, 00 


50 mM Oxalat 


0, 05 


0,06 • 


17,30 


5 0 mM Oxalat 


0,5 


0, 07 


21, 44 



Beispiel 5 

30 

Zellstoffbleiche 

Mit Sauerstoff delignifizierter Softwood-Kraftzeilstoff mit eincm Ligningehall von Kappa 1(5,5 wurde gewaschen und 
mit 30 mM Na-OxalatpufTer (pH 7,5) auf eine Stoffdichte von 5% gebracht. AnschlieBend wurdc MgS0 4 (0,5 mM) zu- 
35 gegeben. Die Suspension wurde fur 60 sec mit einem geeigneten Ruhrer homogenisiert. AnschlieBend wurden in zwei 
Paralleiansatzen jeweils 5 U Manganoxidase (Leptothrix, Bacillus) pro g Zellstoff zugegeben. Ein dritter Ansatz ohne 
Enzymzugabe diente als Kontrolle. Die Ansiitze wurden nochmals fiir 60 sec homogenisiert und in einen temperierbaren, 
begasbaren Stahlautoklaven eingebracht. Der Autoklav wurde verschiossen, es wird eine Sauerstoffdruck von 3 bar an- 
gelegt und der Autoklav wurde fiir 4 h bei 45°C inkubiert. AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz enUeert. Der Zell- 
40 stoff wurde mit 1 0 Volumen flieBendem 50°C warmen Wasser gewaschen, anschlieBend wurden aus dem Zellstoff mit ei- 
ner 70°C warmen waBrigen NaOH-Losung Ligninbruchstiicke alkalisch extrahien. Zur Extraktion wurden pro kg Zell- 
stoff 20 g NaOH verwcndet. Nach der Extraktion wurde der Zellstoff erneut mit 10 Volumen flieBendem 50°C warmen 
Wasser gewaschen. Abschh'eBend wurde der Ligningehalt der Zellstoffproben iiber den sogenannten Kappa- Wert gemaB 
der standardisierten Testmemode SCAN-C 1 : 77 des 'Scandinavian Pulp and Paper Board' bestimmf 
45 



Enzym 


Kappa -Wert 


Delignif izierung in % 


Kontrolle ohne Enzym 


15,2 


7,9 


Leptothrix discophora 


13,4 


18,8 


Bacillus Sporenhullen 


10, 7 


35,1 



Im Vergleich zur Kontrollprobe konnte bei Verwendung erfindungsgernaBer Oxidationsverfahren eine zusatziiche De- 
55 lignifizierung zwischen 10,9 und 27,2% erreicht werden. 

Beispiel 6 

Unterdriickung von Farbtransfer 

60 

Die Versuche zurn Nachweis der Unterdriickung von Farbtransfer durch erfindungsgemaBe Oxidationssysteme wur- 
den in heizbaren Glasbechem (100 ml Volumen) durchgefuhrt. Als Kontrolle wurde ein Ansatz verwendet, bei dem 
0,25 g eines kommerziellen Waschmittels in 50 ml Wasser geidst wurden. Die Versuche mit Manganoxidase wurden in 
50 ml eines 30 mM Na-Malonatpuffer (pH 7,5) mil 0,5 mM MnS0 4 durchgefuhrt. Die 50 ml-Ansatze wurden zuerst auf 
65 45°C erhitzt, dann wurde den Pufferansatzen gegebenenfalls jeweils 0,5 U/ml Manganoxidase zugesetzt. Die Textilmu- 
ster aus Baumwolle (jeweils 5 g) wurden den Ansatzen zugegeben, dann wurde zu jedem Ansatz 10 ml einer auf 45°C 
vorgeheizten Losung von 15 pM Cibacron Marine C-B (Ciba) als Teslfarbsloff zugegeben. Nach einer einstiindigen In- 
kubation bei 45°C wurden die Textilmuster aus den Ansatzen entnommen und mil jeweils 1 I flieBendem 50°C warmen 
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Wasser gewaschen. 

Anschliefiend wurden die Textilmuster gewaschen und getrocknet. Die Helligkeit der Ausgangsproben und der behan- 
dcltcn Proben wurde anschlieBend speklroskopisch bestimmt: 

In der Tabelle sind die Helligkeiten der behandelten Baumwollmusler im Vergleich zu einer nicht behandelten Probe 
dargesteilt: 5 



Enzym 


Malonatpuf f er ./ MnCl 2 


Wasser /Waschmittel 


kein 


73,3 % 


89 % 


Leptothrix discophora 


89,2 % 




Bacillus 


92 % 





Die in der Tabelle wiedergegebenen Werte zeigen, daB das erfindungsgemaBe Oxidaiionssystem geeignet ist, den 
Transfer des zugegebenen Farbstoffes auf die Baumwollmusler zu unterbinden. Der ErTekt ist in seiner Qualitat dem mit 
komraerziellen Waschmitieln erreichbaren Effekt vergleichbar. 

Beispiei 7 

Fleckenbleiche (Waschmittelanwendung) 

Um die Flecken bleicbende Wirkung des erfindungsgemaBen Verfahrens zu zeigen, wurden Waschversuche durehge- 
fuhrt. Dazu wurden auf weiBen Baumwollproben (7,5 cm x 7,5 cm) durch auftropfen von je 0,3 ml einer waBrigen L6- 
sung von 100 ppm Evan's Blau (erhaltlich bei Wako Pure Chemical Industry Co., Osaka) genormte Verunreinigungen er- 
zeugL Diese Stoflmuster wurden anschliefiend in heizbaren Glasbechem (100 ml Volumen) unler Riihren (MagnetrUh- 
rcr) crfindungsgcrnaB mit Manganoxidasc, MnS0 4 und gccigncicm Komplcxbildncr in Gcgcnwart von Saucrstoff bchan- 
delt. Als Kontrolle dienten Ansatze, bei denen a) nur Malonalpuffer verwendet wurde, oder b) kein MnS0 4 oder c) keine 
Manganoxidase zugegeben wurde: 

Die Versuche wurden in 50 mi eines 30 rnM Na-Malonatpuffer (pH 7,5) mit 0,5 mM MnS0 4 , bzw. ohne MnS0 4 
durchgefuhrt. Die 50 ml-Ansatze wurden dabei zuerst auf 45°C erhitzt, dann wurde bei den Ansatzen, die Manganoxi- 
dase enthalten sollen, jeweils 1 U/ml Manganoxidase aus Bacillus bzw. aus Leptothrix zugesetzt Die verunreinigten 
Baumwollproben wurden den Ansatzen zugegeben. Nach einer einstiindigen Inkubation bei 45°C wurden die Textilmu- 
ster aus den Ansatzen entnomnien und mit jeweils 1 1 MieBendem 50°C warmen Wasser gewaschen. AnschlieBend wur- 
den die Textilmuster getrocknet. 

Zur Bestimmung der Farbunterschiede der Proben im Vergleich zu der Kontrollprobe ohne Manganoxidase und 
MnS0 4 wurden die Y, y und x-Werte der luftgetrockneten Baumwollproben mit einem Farbdifferenzmeter (CR-200, Mi- 
nolta) gemessen. Zur Beurteilung der BleicherTektc der erfindungsgemaBen Verfahren wurde aus den erhaltenen Werten 
der Z-Wert (Z = (l-x-y)Y/y) ennittelL 

In der Tabelle sind die WeiBen der gemessenen Proben im Vergleich zur WeiBe der Kontrolle ohne Enzym und ohne 
MnS0 4 dargesteilt: 





+ MnS0 4 


- MnS0 4 


Bacillus 


2,7 


-0,3 


Leptothrix 


1,6 


0,1 


kein Enzym 


0,2 


0,0 



Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB die WeiBe von Proben mit Manganoxidasen und MnS0 4 im Vergleich zu Proben 
ohne Enzym und ohne MnS0 4 um zwischen 1,6 und 2,7 Punkte erhoht war. 

Beispiei 8 

Organische Synthese 

Die im folgenden gezeigten Beispiele dcmonstrieren, daB ein erfindungsgemaBes Verfahren zur gezielten Synthese or- 
ganischer Substanzen geeignet ist. 

a) Oxidation von Alkoholgruppen zu Aldehyden 

22 ml einer 30 mM Malonatlosung pH 7,5 mit 0,5 mM MnS0 4 wurden bei 45°C mit 269 mg (1,6 mmol) 3,4-Dime- 
thoxybenzylakohoi in 1 ml Ethanoi versetzi. Nach lOmin Inkubation wurde die Manganoxidase (40 U) zugegeben. 
Nach 24 h Reaktionszeit wurde die Reaktionslbsung mit Chloroform extrahiert und NMRspektroskopisch untersuchL Im 
Falle der Manganoxidase aus Leptothrix betrug die Ausbcute 32% 3,4-Dimcthoxvbenzaldehyd, im FaUe der Manganoxi- 
dase aus Bacillus betrug die Ausbcute 27% 3,4-Dirnethoxybenzaldehyd. 
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b) Oxidation von Alkoholen zu Ketonen 

22 ml eincr 30 mM Malonatlosung pH 7,5 mil 0,5 mM MnS0 4 warden bci 45°C mit 196 mg (1,6 mmol) 1-Phenylct- 
hanol versetzt. Nach 10 min Inkubation wurde die Manganoxidase (40 U) zugegeben. Nach 24 h Reakuonszeil wurde 
5 die Reaktionslosung mit HFLC untersucht. Im Falle der Manganoxidase aus Leptorhrix betrug die Ausbeute 17% Ace- 
tophenon, im Falle der Manganoxidase aus Bacillus betrug die Ausbeute 19% Acetophenon. 

In beiden Beispielen konnte das erfindungsgemaBe Oxidationsverfahren erfolgreich zur Synthese definierterSubstan- 
zen verwendet werden. Die verwendeten Substrate sollen hier nur examplarisch das Oxidations vermogen des \ferfahrens 
demonstrieren und den Bereich der synihetisierbaren Produkte nicht einschranken. 

ID 

Beispiel 9 
Jeansbleiche 

15 Quadratisch zugeschnittene Stiicke gefarbten Jeansstoffs (9 g/160 cm 2 ) wurden in einem geschlossenen 500 ml Be- 
cher in einem Gesamtflussigkeitsvolumen von 11.5 ml bei 45°C zusammen mit Manganoxidase, 0,2 mM MnS0 4 und 
15 mM Komplexbildner (Oxalat) inkubiert. Der pH- Wert der Ansatze betrug 7,0(15 mM Oxalat).ProGrammStoff wur- 
den 10 U Manganoxidase zugegeben. Nach 4 Stundeu Inkubation wurden die Stoffstilcke unter flieSendem Wasser aus- 
gewaschen, bis das Waschwasser farblos war. Die Stoffstucke wurden in einem Blattrockner getrocknet, anschlieBend 

20 gepreBt und mit einem geeigneten Spektralphoto meter optisch beweriet. 

Der Grad der Ausbleichung wurde mit einem Spektralphotometer CM 3700d (Minolta) entsprechend den Hersteller- 
angaben bestimmt. Gcmcsscn wurde ohne GLanz und ohne UV Die Ilelligkeit der Proben wurde als prozentualer Wert 
der Totalreflektion im Vergleich zu einem Weissestandard (R 457) ermittelt. L* ist das MaB fur die Helligkeit (weiB = 
100;schwarz = 0). 

25 Die Werte der behandelten StofTe wurde mit den Wenen unbehandelter Referenzstoffe verglichen. Die Veranderung 
der Helligkeit (AL*) der Proben im Vergleich zu unbehandellen Konirollen wurde inil der Software PP2000 (Opticon- 
trol) bcrcchnct. 





AL* 


Kontrolle 


0 


Leptothrix 


23,14 


Bacillus 


28, 72 



Eine Veranderung des Helligkeitswertes (AL*) von 5 ist bereits mit dem Auge sichtbar. d. h. mit beiden Manganoxi- 
dasen konnte eine signifikante Bleichwirkung erreicht werden. 

40 Patentanspruche 

1. Mehrkomponentensystem zur mediatorabhangigen enzymadschen Oxidation umfassend cinen Oxidationskata- 
lysator, ein Oxidation smittei, und einen Mediator, dadurch gekennzeichnet, da6 

a) der Oxidationskatalysator ausgewahlt isi aus der Gruppe der Manganoxidasen, 
4S b) das Oxidationsmiltel ausgewahlt ist aus der Gruppe Sauerstoff und sauerstoffhaltige Verbindungen. 

c) der Mediator ausgewahlt ist aus der Gruppe der Verbindungen, die Mn-Ionen enthalten. 

2. Mehrkomponentensystem gemaB Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, daB es zusatzlich einen Komplexbildner 
umfaBt, ausgewahlt aus der Gruppe der Komplexbildner, die Mn-Ionen kornplexieren ktfnnen. 

3 . Mehrkomponentensystem gemaB Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB als Mediator Mn 2 * Oder Mn 3 * 
50 Ionen dienen. 

4. Mehrkomponentensystem gemaB Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daB der Komplexbildner keinen 
Stickstoffenthalt, leicht bioabbaubar und toxikologisch unbedenklich isr. 

5. Mehrkomponentensystem gemaB einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB der Sauerstofif ent- 
weder direkt gastormig oder in Form von fltissigem SauerstofF oder als sauerstoffhaltiges Gasgemisch vorhanden 

55 ist. 

6. Verfahren zur Oxidation eines Subsirats dadurch gekennzeichnet, daB eine Manganoxidase in Anwesenheit von 
Sauerstoff und ggf. einem Komplexbildner fUr Mn-Ionen durch direkle Mn 2 * Oxidation Mn 3 * bildet und daB das 
Mn^-Ion das Substrat oxidiert, dabei selbst zu Mn 2 * reduziert wird und wiederum zur direkten Oxidation durch die 
Manganoxidase zur Vertugung steht. 

60 7. Verfahren gemaB Anspruch 6 dadurch gekennzeichnet, daB das Suhsiraf. in Form einer wassrigen Txtaung, Mi- 

schung oder Suspension eingesetzt wird. 

8. Verfahren gemaB Anspruch 6 oder 7 dadurch gekennzeichnet, daB Manganionen in Konzentrationen zwischen 
0,005 mM bis 50 mM verwendet werden. 

9. Verfahren gemaB Anspruch 6, 7 oder 8 dadurch gekennzeichnet, daB Sauerstoff mit einem Partialdruck von 
65 0,05-5 bar eingesetzt wird. 

10. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 6 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB die Komplexbildner in Konzen- 
uatiorien zwischen 1 mM bis 500 mM verwendet werden. 
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